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1/^ (57) Abstract: The invention relates to retroviral vectors (known as lentiviral vectors), which are used to transfer genes into cells 
OO that are at cell cycle stage GO, to methods for their production and to the use thereof for transferring genes into mammalian cells. 
^5 Said vectors are derived fix)m SIVsnunPBjl4 (simian immunodeficiency virus) of the sooty mangabey monkey, strain PBj 14. 

en 

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der Erfindung sind retrovirale Vektoren (sdgenannte lentivirale Vektoren), mit welchen Gene 
in 2^11en, die sich im Zellzyklusstadiiim GO befinden, transferiert werden kdnnen, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihrer Ver- 
wendung zur Geniibertragung in Saugerzellen. Diese Vektoren wurden von SIVsmmPBj 14 (Simianes Immunodefizienzvirus der 
Schopfmangabe („sooty mangabey monkey"), Stamm Pbj 14, abgeleiteL 
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VON SIVSMM/PBJ14 ABGELEITETE LENTIVIRALE VEKTOREN , 
HERSTELLUNGSVERFAHREN UND ANWENDUNGEN 



10 Gegenstand dec Erfindung sind retrovirale Vektoren (sogenannte lentivirale Vektoren), mit 
welchen Gene in Zellen, die sich im Zellzyklusstadium GO befinden, transferiert werden 
kOnnen, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung zur GenObertragung in 
Saugerzellen. Diese Vektoren wurden von SrVsmmPBjH (Simianes Immunodefizienzviras 
der Schopfmangabe („sooty mangabey monkey"), StanimPbjl4, abgeleitet. 



Der Ausdruck "lentivirale Vektoren" oder "SIVsmmPBj -Vektoren" bezeichnet infektiose, 
aber vermehrungsunfahige Retroviren, die Gene in Form von retroviralen 
Expressionsvektoren (auch Expressionskonstrukte oder verpackbare Konstrukte genannt) in 
Zellen einschleusen konnen. Als Lentiviren wird eine Gnippe der Retroviridae bezeichnet, die 

20 nach Infektion des Menschen, anderer Primaten und Sauger (z.B. Schafe, Katzen) nach langer 
Inkubationszeit zur Krankheit fiihrt. Eine allgemeine Ubersicht fiber retrovirale bzw. 
lentivirale Vektoren findet sich beispielsweise in Miller AD (1997) .Pevelopment and 
cpplication of retroviral vectors*'. Cold SpringHarbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, 
NY, Vigna E. Naldini L (2000), J.Gen. Med. 2:308 und Palu G. et al. (2000) Rev. Med Virol. 

25 20:185. Der Gentransfer mit retroviralen bzw. lentiviralen Vektoren wird auch als 
Transduktion bezeichnet. Die Geniibertragung fuhrt zur Integration des Expressionsvefctors in 
das Genom der Zelle. Expressionsvektoren beinhalten ein Verpackungssignal psi^ welches zur 
Inkorporation der RNA des Expressionsvektors in die Vektorpartikel und zur Genflbertragung 
fiihrt. Als "psi" wird also das Verpackungssignal der Retroviren bezeichnet, das die eflfiziente 

30 Verpackung der Boten-RNA des Expressionsvektors steuert Der Expressionsvektor muB 
zudem von lentivkalen LTR-Sequenzen CJLong Terminal Repeats**) flankiert sein, damit die 
korrekte Umschreibung der RNA des Expressionsvektors in DNA und die nachfolgende 
Integration des Expressionvektorgens in die chromosomale DNA der Zelle erfolgt. Der 
retrovirale Gentransfer ist vorteilhafl, weil (i) in der Regel eine Kopie des gewQnschten Gens 

35 in Zellen uberfuhrt wird, (ii) das Gen im allgemeinen ohne Mutationen oder Umlagerungen 
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transferiert vnrdy und (Hi) ein stabiler chromosomaler Einbau erfolgt. 

Der Tropismus der lentiviralen Vektoren, d. h. die Auswahl der Saugerzellen, in welche diese 
das Expressionskonstnikt uberfiihren konnen, wird durch das ewv-Gen in der benutzten 

5 Verpackungszelle und damit durch die ewv-Genprodukte in den Vektorpartikeln bestimmt. 
Das ewv-Gen verschiedener Retroviren, z.B, des murinen Leukamievirus (MLV), 
versctuedener Lentiviren wie HIV C^umanes Immundefizienzwus"), SIV ^Simianes 
Immundefizienzvirus'') oder FIV CiFelines Immundefiadenzvirus), aber auch von EIAV 
C^quine Infectious Anemia Virus") oder CIAV CCaprine Infectious Anemia Virus"), das zur 

10 Bildung lentiviraler Vektorpartikel eingesetzt wird, wird in HQllprotdne, das 
Transmembranprotein (TM) und das Oberflachenhullprotein (SU), Ubersetzt, welche die 
auBere HuUe des lentiviralen Vektors bilden. Die SU-Proteine interagieren und binden an ein 
bestimmtes Protein (Rezeptor) auf der Oberflache der Wirtszelle. Die e/iv-Genprodukte des 
amphotropen MLV, des GaLV („Gibbon Ape Leukemia Virus") und das G-Protein des VS V 

15 O.Vesicular Stomatitis Virus"; Bums et al., (1993) Proc. Natl. Acad Sci. USA 90: 8033) 
werden bisher vor allem benutzt. Amphotrope MLVs replizieren sowohl in murinen als auch 
in nicht-murinen Zellen. Sie erlauben den Gentransfer in eine grofie Anzahl unterschiedlicher 
saugerzellen, auch in humane Zellen. Speziell fur den selektiven Gentransfer in humane 
Zellen eines bestimmten Zelltyps, z.B. T-Zellen oder hamatopo^ische Stammzellen, sind die 

20 eiiv-Gmprodukte des ecotropen, des amphotropen MLV oder des Nfilznekrosevims (SNV; 
„Spleen Necrosis Virus") geeignet, wenn sie durch Einbau von Domanen einzelkettiger 
Antikdrper (scFv; „single chain Fv") oder anderer Liganden fur Zelloberflachenprotdne wie 
z.B. der Zytokine oder Wachstumsfaktoren modifiziert wurden. 

25 Wahrend von C-Typ-Retroviren (Viren, deren Core-Partikel eine sparisch-ikosaedrische Form 
aufweist) abgeleitete Vektoren Fremdgene nur in mitotisch aktive Zellen iibertragen konnen, 
sind lentivirale Vektoren in der Lage, sowohl aktiv proliferierende als nicht proliferierende 
Zellen zu transduzieren. Dies hat den Vorteil, daB Leberzellen, verschiedene Hirnzelltypen, T- 
Zellen und andere, in vivo nicht unbedingt proliferationsaktive Zellen auch ohne mitotische 

30 Stimulierung transduziert werden kSnnen. Allerdings sind alle bisher bekannten, von 
Lentiviren abgeleiteten Vektoren nur fUr solche nicht proliferierenden Zellen geeignet, die 
sich in einem bestimmten Aktivierungszustand, namlich in der Gl-Phase des Zellzyklus, 
befmden. Die Gl-Phase (G; "gap", Lucke) bezeichnet den Abschnitt innerhalb eines 
Zellzyklus, welcher der DNA-Syhthesephase (S-Phase) vorausgeht. In der Gl-Phase wird die. 
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Zelle auf den Vervtelf^Utigungsprozess durch Herstellung bestimmter Proteine und Enzyme 
(z.B. Zykline) vorbereitet. Zellen, die sich in der Ruhephase befinden, d.h. sich nicht teilen^ 
befmden sich in der GO-Phase. Sie nehmen nicht mehr am Wachstum des Gewebes oder am 
Ersatz abgestorbener Zellen teil. Zellen in der GO-Phase wie z.B. viele Stammzellen sind zwar 
5 potentielle Zielzellen in vielen Gentherapiestrategjen, kdnnen bisher jedoch nicht mit 
retroviralen oder lentiviralen Velctoren transduziert werden. 



Im Gegensatz zu alien anderen Lentiviren ist SIVsmmPBjH, ein Immundefizienzvirus der 
Schopfinangabe (Fultz PN, et al. AIDS Res, Hum. Retroviruses 5:397) in der Lage, auch in 

10 nicht-stimulierten primaren humanen Lymphozyten, die sich in der GO-Phase befinden, zu 
replizieren. Diese Eigenschaft korreliert mit einer hohen Pathogenitat: SIVsmmPBjl4 
verursacht nach Inter-Spezies-Ubertragung in SchweinsafFen eine heftige akute Erkrankung, 
die oft nach 7-10 Tagen zum Tode fiihrt. Obwohl verschiedene Abweichungen der 
SIVsmmPBjl4-Sequenz gegenQber der des nicht-pathogenen Eltemstamms SIVsmm9 

15 gefimden warden (u.a. in der LTR; „long terminal repeats", lange terminale Wiederholungen, 
dem enV" und dem «e/^Gen), konnten die viralen Faktoren, die diese besonderen 
Eigenschaften bestimmen, noch nicht dndeutig identifiziert werden. 

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, retrovirale Vektoren, die Zellen in der 
20 GO-Phase transduzieren k6nnen und Verfahren zu ihrer Herstellung bereitzustellen. Diese 
Aufgabe wird erfmdungsgemaB durch den Gegenstand der Patentanspniche geldst. 

ErfindungsgemaB wurde gezeigt, dass die Eigenschaft von SIVsmmPBjM, ruhende 
Lymphozyten in der GO-Phase infizieren zu konnen, auf nicht-replikationsfahige, von 
25 SrVsmmPBjH abgeleitete Vektoren ubertragen werden kann. Femer wurde gezeigt, dass 
diese Eigenschaft nicht vom e«v-Gen von SIVsmmPBjM abhangig ist und dieses daher nicht 
im Vektorsystem vorhanden sein muss. Das eroflfiiet die Moglichkeit, Gene in Zellen zu 
tibertragen, die sich in der GO-Phase des Zellzyklus befmden. Eine solche Ubertragung von 
Genen in Zellen nennt man auch Transduktion. 



Die Erfindung betrifit einen retroviralen Vektor, der zur Transduktion von Zellen in der GO- 
Phase fehig ist, wobei der Vektor von SIVsmmPBjl4 abgeleitet ist. Vorzugsweise ist der 
retrovirale Vektor auch zur Transduktion von Zellen in der mitotischen und/oder in der Gl- 
Phase ftUiig. Der erfindungsgem^Be retrovirale Vektor weist vorzugsweise eine Deletion eines 



30 
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Teils Oder des gesamten ewv-Gens von SIVsmmPBjM aui^ wodurch in einer besonders 
bevorzugten AusfUhrangsform das e/iv-OberflachenhulIprotein nicht mehr fimktionsf^g ist, 
Unter ,J)eletion" versteht man einen Verlust von genetischem Material. Deletion eines Teils 
des env-Gens bezeichnet den Verlust eines beliebigen Teils des ewv-Gens, wobei der Verlust 

5 an beliebigen Stellen des Gens sein kann, z.B. an den Gen-Enden oder innerhalb des Gens 
und verschieden groBe Fragmente umfassen kann. Eine bevorzugte Deletion liegt in einer 
Ausfiihrungsform im SU-BCTeich des ewv-Gens vor. Der SU-Bereich kennzeichnet den 
Abschnitt des env-Gens, der ar das Oberflachenhullprotein (SU-Protdn) kodiert. In einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform liegt der erfindungsgemfiBe Vektor als 

10 Pseudotypvektor vor und umfasst vorzugsweise einen Teil oder das gesamte Htillprotein eines 
zu SrVsmmPBjM unterschiedlichen Virus, insbesondere eines Retrovirus. In bestimmten 
Ausfiihrungsformen ist das zu SIVsmmPBjM unterschiedliche Virus aus HIV-l CJHumanes 
Immundefizienzvirus-1"), SIVagm („Simianes Immundefizienzvirus"), SNV 
(,>lilznekrosevirus"), MLV C,Murines Leukamievirus") oder VSV C,Vesikulares Stomatitis 

15 Virus**) ausgewahlt und in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Hullprotein 
eines zu SIVsmmPBj 14 unterschiedlichen Virus das G-Protein von VSV. 

Weiterhin betrifift die Erfindung ein Verfehren zur Herstellung von Pseudotypvektoren, 
umfassend die Schritte: a) Deletieren eines Teils oder des gesamten ewv-Gens von 

20 SIVsmmPBjM oder eines davon abgeleiteten Molekularklons wie SIVsmmPBj 1.9 und b) 
Kotransfektion von Zellen mit dem in a) enthaltenen Konstmkt und einem 
Expressionskonstrukt fttr ein HOllprotdn eines zu SIVsnunPBjM unterschiedlichen Viras. 
Vorzugsweise liegt die Deletion im SU-Bereich des ewv-Gens vor und das ewv- 
OberflachenhuUprotein ist durch die Deletion nicht mehr funktionsfahig. In einer 

25 Ausfuhrungsform sind die kotransfizierten Zellen 293T-Zellen, also menschliche 
Fibroblasten. In bestimmten Ausfiihrungsformen ist das zu SIVsmmPBj 14 unterschiedliche 
Virus aus einem Retrovirus ausgewahlt. In bestimmten Ausfiihrungsformen ist das zu 
SIVsmmPBjM unterschiedliche Virus aus fflV-l, SIVagm, SNV, MLV oder VSV 
ausgewahlt und in einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist das HQllprotein eines zu 

30 SIVsnunPBj 14 unterschiedlichen Virus das G-Protein von VSV. 

Des weiteren betrifft die Erfindung nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltliche 
Pseudotypvektoren. 
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Die Erfindung betrifift auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Vektors zur 
Transduktion von Zellen in der GO-Phase, insbesondere zur Gentherapie. Die Zellen konnen 
aktiviert oder nicht aktiviert sein. Die zu transduzierenden Zellen sind vorzugsweise 
SSugerzellen, insbesondere humane Zellen. In einer Ausfuhrungsform sind die zu 
5 transduzierenden Zellen humane Ly mphozyten. 

Der hier verwendete Begriff retroviraler Vektor bedeutet ein replikationsdefizientes 
retrovirales Viruspartikel, das anstelle der retroviralen mKNA eine firemde eingefuhrte RNA 
eines Gens, z. B. eines therapeutischen Gens oder dessen Fragment oder dnes Reportergens 
10 ubertragen kann. Der hier verwendete Begriff ,,iherapeutisches Gen'* bedeutet eine 
Nukleins&uresequenz, die in die Zielzelle mittels des retroviralen Vektors eingefiihrt werden 
soil und umfasst komplette Crene, deren Fragmente, Antisense-NukleinsSuren und 
dergleichen. 

15 Der hier verwendete Begriff pseudotypisiert bzw. Pseudotypvektor bedeutet, dass der 
retrovirale Vektor einen Viruskem eines Retrovirus besitzt und die Virushulle von einem 
anderen Retrovirus stammt. 



Der hier verwendete Begriff „SIV" bezeichnet Viren, die von den Viren der Familie des 
20 Simianen Immundefizienzvirus abgeleitet sind. Dazu gehoren laut FIELDS, Virology, 
Cercopiihecus aethiops (SIVagm), neuerdings unbenannt in Chlorocebus, Macaca mulatta 
(SIVmac), Pan trogUnfydytes (SIVq)z), Cerecopithecus mitis (SIVsyk), Pcpio sphinx 
(SIVmnd), Cercocebus atys (SIVsm) oder Maccaca nemestrina (SIVmne). 

25 SIVsmmPBjl4 bezeichnet ein akut letales Virus, das von dem nicht-pathogenen Stamm 
SIVsmm9 nach Infektion von PBj Makaldcen abgeleitet ist. 



Abbildungen: 



30 Abb.l zeigt Konstrukte zur Herstellung von [SIVsmmPBj(VSV-G)] Pseudotypvektoren. 

A) Genomstruktur von SIVsmmPBj-wt 

Die BstZ171-Schnittstellen (bzw. des Isoschizomers Bstl 1071) zur Einfuhrung der nef- 
Deletion in pPBjAenv sind eingezeichnet. 

B) Restriktionskarte von pPBj Aenv. 

35 C) DasVSV-G-ExpressionskonstruktpMD.G. 
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Abb. 2 zeigt einen Vergleich der Effizienz verschiedener Vektoren zur Transduktion 
arretierter Zellea Verhaltnis der Transduktionstiter der Vektoren auf den arretierten Zellen zu 
den Transduktionstitem auf proliferierenden Zellen auf Basis der in Tab. 1 angegebenen 
5 Daten. Dargestellt sind die Mittelwerte aller Messungen und deren Standardabweichungen 
(Fehlerbalken) 

Beispiele 

Beispiel 1: Konstruktion eines von SIVsmniPBjl4 abgeleiteten lentiviralen 
10 Pseudotypvektors der ersten Generation 

Das ^wv-Gen des von SIVsmmPBjM gewonnenen infektidsen Molekularklons 
SIVsnunPBjl.9 (Dewhurst S. et al. (1990), Nature 345:636) wurde durch eine Deletion 
inaktiviert. SIVsniniPBjL9 wurde mit BstZ17I verdaut, das an den Positionen 6461 und 7577 
15 schneidet, die beide im SU-Bereich von env liegen. Nach Entfemung des 1116 bp-Fragments 
und Religation wurde das Konstrukt pPBjAenv erhalten (Abb. 1), das fur das komplette 
SIVsnunPBjl.9 kodiert, wobei das env-SU durch Deletion von 1116 Basen nicht mehr 
fiinktionsfahig ist. Durch diese Deletion werden weder andere Gene (tat, nef etc.), noch 
bekannte SpleiB-Stellen oder das Rev Responsive Element (RRE) betrofiTen. 

20 

Danach wurden durch Kotransfektion von 293T-Zellen mit pPBjAewv und einem HuUprotein- 
Expressionskonstrukt Pseudotypvektoren hergestellt. Als Hullproteine wurden verschiedene 
retrovirale Hullproteine (von SIVsmmPBjL9 selbst, von HIV-1, SlVagm, SNV, 
amphotropem und ecotropem MLV) sowie das G-Protein des VSV (Vesicular stomatitis 

25 virus, einem Rhabdovirus (Expressionsplasmid fur VSV-G, Ory DS et al. (1996) Proc. Natl 
Acad. Set U.S.A. 93:11400) verwendet. Mit alien HuUproteinen konnten Pseudotypvektoren 
hergestellt werden, die mitotische Zellen mit unterschiedlicher EfBzienz transduzieren 
konnten. Da durch diese Vektoren der ersten Generation noch keine Fremdgene, sondem das 
PBjAe/iv-Genom Qbertragen wird, wurde zur Bestimmung der Transfektionsefifizienz die 

30 Expression von PBjAeiTV-Genen in den Zielzellen nachgewiesen. Hierzu wurden die 
transduzierten Kulturen mit einem HIV-2-Semm, das mit verschiedenen SIVsmm-Proteinen 
kreuzreagiert, im Jn situ Immunpero?ddase Assay" (IP A) angefarbt. Positive Reaktionen 
bewiesen die Expression von ubertragenen PBjAewv-Genen. Am effizientesten erwiesen sich 
die mit VSV-G pseudotypisierten Vektoren [SIVsmmPBj(VSV-G)], die im folgenden 
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hauptsachlich verwendet wurden. Damit wurden Titer um 1-3x10^ i.u./iiil (infektiose 
Einheiten je ml) erreicht (gemessen auf sich teilenden Zielzellen), die durch 
Ultrazentrifiigation noch wesentlich gesteigert werden kOnnen. 



5 Beispiel 2 

Fahigkeit von [SIVsmmPBj(VSV-*G)] Pseudofypvektoren der ersten Generation zur 
Transduktion von GO-arretierten Zellen 

Zur Uberpriifiing der Fahigkeit zur Transduktion von Zellen in verschiedenen Phasen des 
10 Zellzyklus wurde cine humane ZelUinie mit Standardmethoden in der gewunschten Phase 
arretiert. Untersucht wurden: i) nicht arretierte (sich teilende) Zellen, ii) mit Aphidicolin in Gl 
arretierte Zellen, iii) mit einer Kombination aus Seramentzug und Athanol in GO arretierte 
Zellen. Die korrekte Arretierung wurde durch Messung des DNA-Gehalts durch 
Propidiumjodid-Farbung und FACS-Analyse, sowie indirekt durch die Transduktionseffizienz 
15 von C-Typ-retroviralen und herkonimlichen lentiviralen Vektoren nachgewiesen. Als ZelUinie 
wurde die „GHOST CXCR4" Linie (Owen SM et al., J. Virol 72:5425), eine humane 
Osteosarkom-Linie, verwendet, die stabil mit den CD4- und CXCR4- Rezeptoren sowie 
einem T AT-abhangigen GFP-Expressionsvektor transfiziert ist. Sie wurde gewahit, da sie gut 
zu arretieren ist und die GenObertragung durch die GFP-Induktion durch das fibertragene 
20 SIVsmmPBj-Tat-Gen nachgewiesen werden und so der serologische Nachweis von 
SIVsmmPBj-Genprodukten durch IPA mit einer unabhangigen Methode bestatigt werden 
kann. 

Zum Vergleich mit herkommlichen Vektoren wurden C-Typ-retrovirale und lentivirale 
Vektoren, pseudotypisiert mit dem gleichen Hullprotein (VSV-G), durch transiente 

25 Transfektion von 293T-Zellen hergestellt: [MLV(VSV-G)] und [HIV- 1 (VSV-G)]. Der 
verwendete herkommliche, vom murinen Leukamievirus abgeleitete [MLV(VSV-G)]-Vektor 
ttbertragt das X-Gal-Gen, so daB die Genubertragung durch Expression dieses Markergens 
bestimmt werden konnte. [HIV-l(VSV-G)]-Vektoren wurden analog zu [SIVsmmPBj(VSV- 
G)] mit einem im £Sw-Gen deletierten HIV-l-Klon generiert, so daB die Genubertragung 

30 ebenfalls durch IPA und TAT-induzierte GFP-Expression gemessen wurde. 

Verschieden arretierte Zellen wurden mit den 3 verschiedenen Vektortypen transduziert und 
die GenUbertragungseffizienz (gemessen als Anteil der Zielzellen, die das ubertragene Gen 
exprimieren) bestimmt. Die Ergebnisse waren wie folgt: 
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1) MLV-abgeleitete retrovirale Vektoren konnten nur sich teilende Zellen transduzieren. 

2) HIV-abgeleitete lentivirale Vektoren konnten sich teilende und Gl-arretierte Zellen 
transduzieren. 

3) SIVsmmPBj-abgeleitete lentivirale Vektoren konnten sich teilende, in Gl und in GO 
arretierte Zlellen transduzieren. 
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Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 1 und der Abbildung 2 dargestellt. 



Experimental: 



E3q)eriment#2: 



Vektor 


Analysemediode 


Tiansduktionsttter [i-UVml] 






Proliferieiend 


Gl/S-Airest 


GO-Arrest 


[SIVpBiCVSV)] 


IPA 


8,00E+05 


l,40E+05 


6,40E+05 


It 


GFP 


2,10E+05 


2,40E+05 


l,0OE+O5 


IHIV-1(VSV)] 


IPA 


1,80E-H)5 


9,90E+04 


6,80E+03 


II 


GFP 


2,80E+05 


l,30E+05 


7,10E+03 


[MLVCVSV)] 


X-Gal 


9,90E+03 


0 


3,75E+01 












[SIVpBj(VSV)] 


IPA 


9,30E+05 


5,50E+05 


7.20E+05 


It 


GFP 


3,95E+05 


3,40E+05 


1,90E+05 


IHIV-1(VSV)] 


IPA 


3,10E+05 


7,20E+04 


2,00E+04 


II 


GFP 


3,OOE+05 


2,20E+05 


4,90E403 


[MLVCVSV)] 


X-Gal 


9,00E4<)3 


5.00E+00 


2.00E402 



Tab. 1: Vergleich der Effizienz verschiedener Vektoren zur Transduktion 
arretierter Zellen. 



wo 03/085116 



9 



PCT/EP03/03500 



Patentanspriiche 



1 . Retroviraler Vektor, der zur Transduktion von Zellen in der GO-Phase Shig ist, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Vektor von SIVsmmPBjW abgeleitet ist. 

2. Retroviraler Vektor nach Anspruch 1 , der femer zur Transduktion von Zellen in der 
mitotischen und/oder in der Gl-Phase fahig ist. 

3. Retroviraler Vektor nach Anspruch 1 oder 2, wobei ein Teil oder das gesamte env-Gen 
von SIVsmmPEj 14 deletiert ist. 

4. Retroviraler Vektor nach Anspruch 3, wobei die Deletion im SU-Bereich von env 
vorliegt 

5. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1-4, wobei der Vektor als 
Pseudotypvektor vorliegt 

6. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1-5, umfessend einen Teil oder das 
gesamte HQllprotein eines zu SIVsmxnPBjl4 unterschiedlichen Virus, 

7. Retroviraler Vektor nach Anspruch 6, wobei das Virus aus HTV-l, SIVagm, SNV, 
MLV Oder VSV ausgewShlt ist. 

8. Retroviraler Vektor nach Anspruch 6, wobei das/Hullprotein das G-Protein von VSV 
ist. 

9. Verfehren zur Herstellung von Pseudotypvektoren, umfassend die Schritte: 

a) Deletieren eines Teils oder des gesamten env-Gens von SIVsnmiPBjl4 
oder eines davon abgeleiteten Molekularklons, und 

b) Kotransfektion von Zellen mit dem in a) erhaltenen Konstrukt und einem 
Expressionskonstrukt fiir ein HQllprotein eines zu SIVsmmPEj 14 
unterschiedlichen Virus. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei durch die Deletion des env-Gens das env- 
Oberflachenhullprotein nicht mehr fiinktionsfahig ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei die Zellen 293f-Zellen sind. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 1 1, wobei das Virus aus KV-l, SlVagra, 
SNV, MLV Oder VSV ausgewShlt ist. 

13. Verfehren nach einem der Ansprflche 9-11, wobei das HQllprotein das G-Protein von 
VSV ist. 
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14. Pseudotypvektoren erhaltlich tiach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 9—13. 

15. Verwendung eines Vektors nach einem der Anspruche 1 — 8 und 14 zur Transdiiktion 
von Zellen in der GO-Phase. 

16. Verwendung nach Anspruch IS, wobei die Zellen Saugerzellen, insbesondere humane 
Lymphozyten sind, 

17. Verwendung nach Anspruch 15 oder 16, wobei die Zellen in der GO-Phase aJctiviert 
Oder nicht aktiviert sind. 




Abb. 1 
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